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はじめに
ほ乳類の細胞は細胞内シグナル伝達系において、基
本的には３種類のMAPキナーゼ経路を持っている。
１つ目は、細胞外シグナル伝達調節リン酸化酵素
（ERK）を活性化する経路であり、２つ目は、Jun転
写因子リン酸化酵素（JNK）を活性化する経路であ
り、３つ目が p３８MAPキナーゼ（p３８MAPK）を活
性化する経路である１，２）。その内 ERK経路は主に細胞
分裂刺激によって活性化されるのに比べ、JNKと p３８
MAPK経路は炎症性サイトカインやストレスによっ
て活性化される。そして p３８MAPKは神経細胞死に
中心的な役割を担っていると考えられている。なぜな
ら p３８MAPKを阻害するとその神経細胞の生存が高
まるからである３，４）。しかしながら、最近の研究によ
ると p３８MAPKは、分化や神経機能を含むいろいろ
な働きを持っていることが示唆されている５，６）。さら
に p３８MAPKはラット副腎髄質褐色細胞腫由来の PC
１２細胞における、増殖因子や cAMP誘導の神経分化
に必要であることが示唆された７）。
我々は新しい PC１２変異細胞である PC１２m３細胞を
樹立したのであるが５）、この細胞は NGF刺激によっ
て正常な持続したMAPキナーゼ活性を示すにもかか
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要 約
神経細胞は神経成長因子（NGF）によってその神経突起の形成が誘導されるが、その時細胞内
シグナル伝達に働く ERK（MAPキナーゼの１種）が重要な作用をすると言われている。しかしそ
の時同時に活性化しているもう１つのキナーゼである p３８MAPKの働きはまだ解っていない。p３８
MAPKの働きを解明するため我々は NGFではなく、いろいろな物理的刺激によって神経突起が誘
導される特殊な神経細胞である PC１２M３と PC１２m３２細胞を開発した。PC１２m３と PC１２m３２細胞
に高浸透圧処理を施すと神経突起誘導率は PC１２親細胞のそれぞれ１０倍と１２倍という高い値を示し
た。MAPK阻害剤を用いた実験から、この PC１２M３細胞は高浸透圧ショックが与えられると p３８
MAPKを活性化することで神経突起を誘導していることが解った。さらにドミナントネガテブ p３８
をこれらの PC１２変異細胞に導入すると神経突起形成が抑制されることが判明した。これらの結
果、高浸透圧刺激は、NGFによって活性化される経路とは異なる p３８MAPK経路を用いて神経突
起形成に働くことが明らかになった。
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わらず神経突起の形成がわずかにしか起こらない。し
かし、PC１２m３細胞に NGFと同時にカルシウムイオ
ノホア６）や免疫抑制剤 FK５０６７）などの薬剤を投与する
と高い神経突起の形成が見られた。
高浸透圧にさらされた細胞は、細胞から水が失われ
ることで細胞自身が縮んでしまう。このような危機に
陥った細胞は元の状態に戻すために縮んだ細胞を元の
ようにふくらませて細胞骨格を保護強化するための適
応反応を起こす８，９，１０）。一方イーストにおいては、こ
のような高浸透圧に対処するためにMAPキナーゼの
１種である Hog１を働かせている。Hog１の活性化
は、まず最初グリセリン３リン酸脱水素酵素（GPD１）
を活性化する。そして GPD１はグリセリンを細胞内
に蓄積することで細胞からの水の流出を埋め合わせる
ように働いている１１）。このようなメカニズムでイース
トは高浸透圧から身を守っているのであるが、ほ乳類
の細胞では高浸透圧にさらされると Hog１と類似の
酵素である p３８MAPKが活性化する１２）。Hog１は高浸
透圧によってのみ活性化されるのに対して、p３８
MAPKは高浸透圧だけではなく熱ショックやサイト
カインのようないろいろなストレスによっても活性化
する。さらに高浸透圧によって活性化された p３８
MAPKの標的となる転写因子は何かまだ解明されて
いない。
そこで我々は、自ら開発した PC１２m３細胞を用い
て p３８MAPKの働きを解明することを試みた。PC１２
m３細胞は高浸透圧刺激によって PC１２親細胞の１０倍
以上の神経突起形成の誘導が観察された。しかもその
突起形成は p３８MAPKの阻害剤である SB２０３５８０に
よって抑制されることが見られたのでその詳細な分析
を試みた。
方 法
１．細胞と培養
実験に使用した PC１２細胞は、グリーンらによって
ラット副腎髄質褐色細胞腫から単離された神経分化能
を有する細胞である１３）。この細胞は、米国 Rockville,
MEの American type culture collectionより購入した。
細胞は、１０％ウマ血清と５％牛胎児血清それに８０
µg／mlのカナマイシンを含む高グルコース型 DME培
地を用いて継代し維持した。細胞の培養は、炭酸ガス
培養器を用い、５％CO２で３７℃で行ない、培地交換は
３日おきに行なった。継代は、細胞が培養シャーレ一
杯になるとピペッテングし、１～３x１０４cells／cm２で新
しいシャーレに蒔きなおすという方法により行なっ
た。細胞は常時マイコプラズマ感染の有無を Hoechst
３３２５８で染色して調べ、感染のないことを確認して実
験を行なった。
２．細胞への高浸透圧刺激処理
細胞への物理的刺激としては高浸透圧ショックを試
みた。高浸透圧処理は培地に４Mの NaCl溶液を最終
濃度が１．４２％になるように加えることで行った。これ
は、４Mの NaCl溶液を水に溶解しニトロセルロース
フィルタ （ーポアサイズ２µm）で濾過することによっ
て作製したものである。高浸透圧処理を施した細胞は
７日間培養後神経突起形成を測定した１４）。
３．ドミナントネガテブ p３８MAPK遺伝子の導入
優勢に働いて p３８MAPKを阻害する遺伝子である
ドミナントネガテブ p３８MAPK遺伝子の導入はリン
酸カルシウム DNA共沈殿法によって行なった１５）。フ
ラスコの９０％まで増殖した PC１２m３と PC１２m３２細胞
はドミナントネガテブ p３８MAPK遺伝子である AGF－
p３８２０µg又は野生型 p３８MAPK遺伝子WT－p３８ ２０
µgとネオマイシン抵抗遺伝子（pSV２neo）１µgを
導入した。遺伝子導入を行った細胞は、７時間後に培
地交換し、さらに１７時間後１：４の希釈で継代培養を
行った。ドミナントネガテブ p３８MAPK遺伝子が導
入された細胞は、ネオマイシン（G４１８）で選択しク
ローニングを行った。クローニングした細胞は PC１２
m３２－D１，PC１２m３２WT－１などと命名し実験に使用し
た。
４．p３８MAPキナーゼの検出
活性化した p３８MAPキナーゼの検出は免疫ブロッ
ト方によって行った１６）。方法は、PC１２m３と PC１２m
３２の細胞１００万個を２５cm２のフラスコに蒔き、５日間
培養後無血清下で高浸透圧処理または熱処理を行い酵
素活性の計測を行った。測定は細胞から全蛋白質を抽
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出し１０％ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分画後ポ
リビニールメンブレンにブロットした。ブロットした
蛋白質はホスホ p３８抗体またはホスホ CREB抗体を作
用させてリン酸化した p３８MAPキナーゼの検出を
行った。
結 果
１．物理的刺激による神経突起の形成
まず最初、高浸透圧の効果を調べた。PC１２m３の
細胞１００万個を２５cm２のフラスコに蒔き、精製された
NGF１µlを加え、高浸透圧になるように NaClの濃度
を１．４２％に調整して１週間培養したところ、PC１２m
３細胞において、NGFのみを与えた対照に比べ非常
に高い神経突起の形成が観察された（図１）。高浸透
圧処理による神経突起形成は p３８MAPキナーゼ阻害
剤である SB２０３５８０によって大きく抑制されるが、
ERKの阻害剤である U０１２６では抑制されなかった。
さらにドミナントネガテブ p３８MAPK遺伝子の導入
した PC１２m３２細胞は高浸透圧処理を行っても神経突
起の誘導は認められなかったが、野生型の p３８MAPK
遺伝子を導入したものは高浸透圧処理によって高い神
経突起形成が見られた（図２）。
２．高浸透圧刺激による p３８MAPキナーゼの活性化
NGFによる ERKの活性化は PC１２細胞の神経分化
に重要な役割をもっているが p３８MAPキナーゼはど
うであろうか。
PC１２m３２の細胞１００万個を２５cm２のフラスコに蒔き、
５日間培養後無血清下で NFGを作用させたところ
PC１２親細胞に比べ、PC１２m３２の細胞において NGF刺
激によって高い p３８MAPキナーゼの活性が見られた
（図３）。次に、PC１２m３２の細胞１００万個を２５cm２のフ
ラスコに蒔き、５日間培養後無血清下で高浸透圧処理
を行なったところ PC１２親細胞に比べ、PC１２m３２の細
胞において高浸透圧刺激によって高い p３８MAPキ
ナーゼの活性が見られた（図４）。
討 論
高浸透圧は細胞の p３８MAPKと ERKの両方を活性
化することができる。p３８MAPKの阻害剤である SB
２０３５８０は高浸透圧が誘導する CREBの活性を抑制す
るが、ERKの阻害剤である U０１２６は作用しないこと
から、ERKではなく p３８MAPKが高浸透圧によって
CREBを活性化するための上流のシグナル伝達タンパ
ク質であることを示している。
PC１２親細胞では NGFによる神経突起の誘導には
ERKと p３８MAPKの両方の活性が必要であるが、PC
１２m３細胞の神経分化には p３８MAPKの活性のみが
必要であるように思われる。我々は最初 PC１２m３細
胞の熱ショックによる神経分化の p３８MAPKの役割
について研究した６）。PC１２m３細胞は４４℃１０分の熱
ショック処理によって p３８MAPKが活性化し神経突
起の大きな形成促進が見られた。PC１２親細胞では熱
ショック処理によって ERKと p３８MAPKの両方が活
性化されるが、PC１２m３細胞では熱ショックで p３８
MAPKのみが活性化される。さらに熱ショックによ
る PC１２m３細胞の p３８MAPKのリン酸化は PC１２親
細胞よりはるかに高いものであった。
熱ショックによる神経突起の伸展は、p３８MAPKの
特異的阻害剤である SB２０３５８０によって阻害された。
これらの見解から p３８MAPK経路の活性化は PC１２m
図１ 高浸透圧による神経突起形成とMAPK阻害剤の作用
神経突起形成変異細胞である PC１２m３２細胞に NGF１µlを添
加したもの（A）、NGF１µlと１．４２％NaClによる高浸透圧処理を
行ったもの（B）、高浸透圧処理に ERK阻害剤 Uo１２６を添加した
もの（C）、高浸透圧処理に p３８阻害剤 SB０２３５８０を添加したもの
（D）を１週間培養し位相差顕微鏡で写真撮影を行った（x２００）。
図２ 高浸透圧による神経突起形成のドミナントネガテ
ブ p３８MAPK遺伝子による阻害
ドミナントネガテブ p３８MAPK遺伝子の導入した PC１２m３２
細胞（PC１２m３２－D１）は高浸透圧処理を行っても神経突起の誘
導は認められなかったが、野生型の p３８MAPK遺伝子を導入し
た細胞（PC１２m３２WT－１）は高浸透圧処理によって高い神経突
起形成が見られた。
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３細胞の熱ショックによる神経分化に必要であること
が判明した。
竹田らは、アポトーシスシグナル調節酵素（ASK１）
が誘導する PC１２細胞の神経突起形成における p３８
MAPKの役割について検討を行った１７）。彼らは PC１２
細胞において、恒常的に ASK１を働かせると ERKで
はなく p３８MAPKが活性化していることを見出した。
ASK１誘導による神経突起の形成は、p３８MAPKの阻
害剤である SB２０３５８０によって大きく抑制されるのに
対して、ERKの阻害剤では抑制されなかったので
ASK１誘導の神経突起形成は ERKよりむしろ p３８
MAPK経路が必要であることが示された１７）。PC１２細
胞における NGF誘導の神経分化は ERK阻害剤で抑
制され ERK経路の活性化が必要であることから５，８）、
我々は高浸透圧や熱ショックそれに ASK１による神
経誘導に使われるシグナル伝達経路は ERK経路とは
全く異なるものであると考えている。
Abstract
Although it is known that sustained activation of
classical mitogen-induced protein kinase（MAPK, also
known as ERK） induced by nerve growth factor
（NGF）plays an important role in the induction of neu-
rite outgrowth, the role of p３８MAPK in neural cell
function is still not clear. We developed two neuronal
cell lines from PC１２cells, PC１２m３ and PC１２m３２, in
which NGF-induced neurite outgrowth is impaired and
that show neurite outgrowth in response to hyperos-
motic shock. The frequencies of neurite outgrowth of
PC１２m３ and PC１２m３２ cells induced by osmotic
shock were approximately ten- and twelve-fold greater,
respectively, than that in PC１２parental cells. The p３８
MAPK pathway inhibitor SB２０３５８ but not the ERK
pathway blocker U０１２６ inhibited the ability of PC１２m
３ and PC１２m３２ cells to induce neurite outgrowth in
response to osmotic shock. Furthermore, expression
of a nonactivable form of p３８but not that of wild-type
p３８ significantly blocked neurite outgrowth induced
by osmotic shock. These findings indicate that activa-
tion of a p３８pathway distinct from the NGF signaling
pathway is required for neurite outgrowth.
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